再生障碍性贫血（AA）是以骨髓造血组织为靶器官的自身免疫性疾病，异常活化的自身细胞毒性T淋巴细胞及其释放的细胞因子导致骨髓造血干/祖细胞凋亡而进行性减少，终至外周血细胞不同程度减少。已经明确危及生命的重型AA（SAA）应尽早采用异基因造血干细胞移植或免疫抑制治疗（IST），然而目前非重型AA（NSAA）治疗的方法和时机尚未达共识。国际AA指南推荐输血依赖NSAA（TD-NSAA）进行抗胸腺细胞球蛋白（ATG）联合环孢素A（CsA）的IST，但CsA联合雄激素治疗简便、经济，在临床实践中也经常被采用。本研究我们回顾性分析了77例TD-NSAA患者一线接受口服CsA联合雄激素的病例资料，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1.病例：收集我院贫血诊疗中心2010年1月至2013年12月连续住院收治、一线接受CsA联合雄激素方案治疗的TD-NSAA患者临床资料和随访信息。通过骨髓象、彗星试验、丝裂霉素试验、溶血试验、阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆检查、染色体核型检查、FISH检查排除骨髓增生异常综合征、先天性骨髓造血衰竭、PNH等。排除标准：①前期曾接受相关针对性治疗；②应用CsA、雄激素治疗不超过2周；③因并发其他系统或脏器功能异常不能接受足量CsA和雄激素治疗；④依从性不佳或自行加用了其他未知成分制剂治疗。

2.诊断与分型：AA诊断参照国际粒细胞减少与AA研究组1987年标准[@b1]，严重程度分型参照Camitta标准[@b2]和Bacigalupo标准[@b3]，参考德国AA研究组和欧洲血液与骨髓移植工作组关于TD-NSAA标准[@b4]，本研究TD-NSAA诊断标准为：符合Camitta NSAA标准，且外周血细胞计数符合PLT\<20×10^9^/L、HGB\<80 g/L、ANC\<0.5×10^9^/L至少1条。患者治疗前均明确诊断及分型。本研究我们以患者开始CsA联合雄激素治疗前1个月血常规（至少检测3次）最低值为基线值。

3.治疗方法：本研究所采用的CsA联合雄激素（司坦唑醇/达那唑）为我院现行常规方案，获得本院医学专业学术委员会和伦理委员会批准。CsA以3 mg·kg^−1^·d^−1^剂量起始，每12 h 1次分量口服，服药1周后调整剂量维持CsA血清谷浓度150～250 µg/L，峰浓度700～1 000 µg/L。司坦唑醇6～8 mg/d，分次口服；或达那唑600 mg/d，分次口服。本研究中63例患者口服司坦唑醇，其中男43例，女20例；14例患者口服达那唑治疗，男3例，女11例。CsA及雄激素足量维持应用，直至患者获得最大血液学反应，血常规参数稳定至少3个月后开始缓慢减量，约每3个月减量1次，每次减量CsA 25～50 mg/d，或减量雄激素1/3日总量。每次减量须根据前次减量后病情稳定与否决定减量间期和剂量。

4.疗效判定及随访：疗效标准参照2009英国血液学标准委员会标准[@b5]修订，并增加良好部分反应（GPR）标准，根据治疗后HGB、PLT、ANC恢复情况评估疗效，具体如下：①完全治疗反应（CR）：HGB\>100 g/L、PLT\>100×10^9^/L且ANC\>1.5×10^9^/L；②GPR：脱离血制品输注依赖，HGB\>100 g/L、PLT\>50×10^9^/L且ANC\>1.0×10^9^/L；③部分治疗反应（PR）：脱离血制品输注依赖，或治疗前输血依赖细胞系列计数增加，HGB增加≥30 g/L（最初\<60g/L），或PLT增加≥20×10^9^/L（最初\<20×10^9^/L），或ANC增加\>0.5×10^9^/L（最初\<0.5×10^9^/L），而外周血参数未达GPR标准；④无治疗反应（NR）：患者未脱离血制品输注依赖，血液学检查仍符合TD-NSAA标准，或进展至SAA。

开始治疗后3个月内死亡定义为早期死亡，并视为NR，纳入疗效评定分析。限定开始治疗后1年内获得血液学反应者为获得治疗反应，包括疗效评定为CR、GPR和PR组患者，其中疗效评定为CR和GPR患者为获得良好血液学反应。复发为获得治疗反应患者疗效维持时间至少达3个月，血常规参数再次下降，需要恢复初始足量治疗，或再出现血制品输注依赖。在获得治疗反应前，每周至少检测2次血常规，每月检测肝肾功能，并分别于治疗后3、6及12个月进行骨髓细胞形态学、骨髓活检、细胞遗传学等检查以评定疗效、监测疾病演变。末次随访时间为2018年8月30日。

5.统计学处理：所有结果采用SPSS 22.0统计软件分析。率的比较采用卡方检验或精确概率法；定量资料的比较采用独立样本非参数秩和检验；多因素分析采用Logistic回归；绘制ROC曲线评估影响预后的临界值。

结果 {#s2}
====

1.患者治疗前基线特征：共77例TD-NSAA患者纳入本研究，男46例，女31例，中位年龄32（16～66）岁。单纯红细胞输注依赖20例，单纯血小板输注依赖5例，红细胞与血小板输注依赖52例；3例（4％）伴PNH克隆；开始IST前患者中位病史间期46（1～176）d。中位ANC 1.04（0.24～4.25）×10^9^/L、中位HGB 69（27～117）g/L、中位PLT 16（5～61）×10^9^/L、中位网织红细胞绝对值（Ret）0.03（0.01～0.06）×10^12^/L，其中1例患者基线ANC 0.24×10^9^/L、HGB 56 g/L、PLT 61×10^9^/L，归入红细胞输注依赖TD-NSAA进行分析。

2.血液学反应：接受治疗的77例TD-NSAA患者中，无早期死亡事件发生。经CsA联合雄激素治疗后6个月有55.8％患者获得血液学反应，脱离血制品输注的中位时间为98（14～180）d。治疗后12个月有68.8％患者获得血液学反应。治疗后6个月和12个月患者血液学反应率及反应质量见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 环孢素A联合雄激素治疗77例TD-NSAA患者疗效［例（％）］

  治疗后时间      血液学反应       CR         CR+GPR         PR           NR
  -------------- ------------ ------------ ------------ ------------ ------------
  治疗后6个月     43（55.8）   29（37.7）   40（51.9）    3（3.9）    34（44.2）
  治疗后12个月    53（68.8）   29（37.7）   42（54.5）   11（14.3）   24（31.2）

注：TD-NSAA：输血依赖非重型再生障碍性贫血；CR：完全治疗反应；GPR：良好部分反应；PR：部分治疗反应；NR：无治疗反应

3.血液学反应相关因素分析：对TD-NSAA患者临床特征、实验室检查特征与治疗后疗效影响进行单因素分析，结果见[表2](#t02){ref-type="table"}：治疗后6个月，获得血液学反应组基线中位PLT为19（6～61）×10^9^/L，明显高于未获得血液学反应组基线中位PLT的13.5（5～45）×10^9^/L，差异有统计学意义（*P*＝0.001）；治疗后12个月基线PLT［18（6～61）×10^9^/L对10.5（5～45）×10^9^/L，*P*\<0.001］、基线Ret［0.03（0.01～0.06）×10^12^/L对0.03（0.02～0.06）×10^12^/L，P＝0.043］、伴有血小板输注依赖［36例（67.9％）对23例（95.8％），*P*＝0.007］和红细胞及血小板输注依赖［31例（58.5％）对21例（87.5％），*P*＝0.012］是影响血液学反应的预后因素。

###### 影响环孢素A联合雄激素治疗TD-NSAA疗效的单因素分析

  影响因素                                  6个月疗效            12个月疗效                                                        
  ------------------------------------ -------------------- -------------------- ------- -------------------- -------------------- -------
  年龄［岁，*M*（范围）］                  32（16～59）         32（16～66）      0.067      32（16～64）        31.5（16～66）     0.620
  男性［例（％）］                          24（55.8）           22（64.7）       0.488       31（58.5）           15（62.5）       0.806
  PNH克隆［例（％）］                        1（2.3）             2（5.9）        0.580        3（5.7）             0（0.0）        0.548
  司坦唑醇［例（％）］                      34（79.1）           29（85.3）       0.482       41（77.4）           22（91.7）       0.203
  红细胞输注依赖［例（％）］                40（93.0）           31（91.2）       1.000       49（92.5）           22（91.7）       1.000
  血小板输注依赖［例（％）］                29（67.4）           30（88.2）       0.138       36（67.9）           23（95.8）       0.007
  红细胞和血小板输注依赖［例（％）］        26（60.5）           26（76.5）       0.136       31（58.5）           21（87.5）       0.012
  ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］          1.06（0.24～4.25）   0.99（0.44～3.11）   0.397   1.05（0.24～4.25）   0.96（0.44～2.36）   0.485
  HGB［g/L，*M*（范围）］                 70（27～102）       65.5（43～117）     0.926     70（27～102）        61（43～117）      0.239
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］             19（6～61）         13.5（5～45）      0.001      18（6～61）         10.5（5～45）      0.000
  Ret［×10^12^/L，*M*（范围）］         0.03（0.01～0.06）   0.03（0.02～0.06）   0.580   0.03（0.01～0.06）   0.03（0.02～0.06）   0.043

注：TD-NSAA：输血依赖非重型再生障碍性贫血；PNH：阵发性睡眠性血红蛋白尿；Ret：网织红细胞绝对值

4.血液学反应的多因素分析：由单因素分析结果得出，经CsA联合雄激素治疗后6个月，血液学反应组和未获血液学反应组患者的初治基线PLT存在统计学差异；经治疗12个月后，2组患者初治时PLT、Ret的基线值和血制品依赖情况存在统计学差异，伴血小板输注依赖及伴血小板和红细胞输注依赖均与基线PLT水平低有关，因此将基线PLT和基线Ret按照连续变量纳入多因素分析。CsA联合雄激素治疗后6个月，基线PLT有独立预后意义（*P*＝0.010）；治疗后12个月，基线PLT仍然有独立预后意义（*P*＝0.009）。基线Ret无独立预后意义，治疗后6个月与12个月的*P*值分别为0.739和0.091。

5.PLT是影响获得良好血液学反应质量的因素：将TD-NSAA患者获得PR视为非理想疗效，与NR组患者合并，比较其与获得良好血液学反应组（CR+GPR）基线PLT水平，治疗后6个月、治疗后12个月两组患者基线PLT水平差异有统计学意义［6个月：14（5～47）×10^9^/L对18.5（6～61）×10^9^/L，*P*＝0.004；12个月：13（5～47）×10^9^/L对18（7～61）×10^9^/L，*P*＝0.004］。

6.ROC曲线分析基线PLT与疗效的关系：根据患者初治时PLT的基线水平和治疗后6个月的血液学反应情况绘制ROC曲线（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），曲线下面积为0.713（*P*＝0.001）；根据治疗后12个月血液学反应情况和基线PLT的关系绘制ROC曲线（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}），曲线下面积为0.764（*P*\<0.001）。治疗后6个月和治疗后12个月评估血液学反应，PLT水平为15.5×10^9^/L时约登指数均为最大值。以基线PLT15.5×10^9^/L为界值进行分析，治疗后6个月基线PLT水平≥15.5×10^9^/L组有效率为73.8％，基线PLT水平\<15.5×10^9^/L组有效率为34.3％（*P*＝0.001）；治疗后12个月基线PLT水平≥15.5×10^9^/L组有效率为90.5％，基线PLT水平\<15.5×10^9^/L组有效率为42.9％（*P*\<0.001）。

![TD-NSAA患者初治PLT水平与环孢素A联合雄激素治疗6个月（A）与12个月（B）血液学反应的ROC曲线\
TD-NSAA：输血依赖非重型再生障碍性贫血；ROC曲线：受试者工作特征曲线](cjh-41-03-234-g001){#figure1}

7.基线PLT与TD-NSAA患者获得血液学反应时间：根据基线PLT界值将获得血液学反应患者分为2组（PLT≥15.5×10^9^/L和PLT\<15.5×10^9^/L），两组患者获得血液学反应中位时间分别为105（14～360）d和150（60～388）d（*P*＝0.073）

讨论 {#s3}
====

英国血液学标准委员会拟定的新版AA诊疗指南中，推荐TD-NSAA患者采用ATG联合CsA方案治疗[@b6]，我们前期的研究显示TD-NSAA患者采用ATG联合CsA方案疗效明显优于CsA联合雄激素方案（75.5％对55.8％，*P*＝0.031）[@b7]。但就CsA联合雄激素治疗TD-NSAA而言，经治12个月后有68.8％患者可获得血液学反应，而且其费用相对低廉，可门诊治疗，仍有较多医疗机构采用该方案，因此尽早识别出可能有效的患者进行治疗更有意义。我们回顾性分析了77例TD-NSAA患者临床资料，所有患者均予CsA联合雄激素治疗，筛选可能影响疗效的相关因素。

AA残存造血的多少明显影响患者IST后血液学反应的获得与生存。Scheinberg等[@b8]研究表明高Ret和高淋巴细胞绝对值的SAA患者更多地获得血液学反应。类似于SAA，NSAA患者的预后也与残存造血水平有关。有研究回顾分析了284例儿童慢性AA患者，结果ANC\<1×10^9^/L、Ret\<60×10^9^/L、PLT\<20×10^9^/L患者预后不良[@b9]。另有研究认为端粒缩短（*P*\<0.001）、初诊PLT\<25×10^9^/L（*P*＝0.008）、诊断到IST的间期大于25 d（*P*＝0.031）均为IST效果不佳的影响因素，而伴有微小PNH克隆则为获得血液学反应良好因素（*P*\<0.001）[@b10]--[@b11]。另外ANC、淋巴细胞的基线值也与AA能否获得血液学反应相关[@b12]。这些影响因素均从不同侧面反应TD-NSAA患者残存造血的多寡。

本研究我们发现，性别、年龄、初始治疗的病史时间及雄激素的选择对接受CsA联合雄激素治疗方案能否获得血液学反应影响不大，而输血依赖类型及血液学参数，尤其基线PLT和基线Ret水平是最重要的影响因素。基线PLT不仅独立与CsA联合雄激素治疗后6个月（*P*＝0.001）疗效有关，也与治疗后12个月（*P*\<0.001）获得血液学反应相关。血小板输注依赖（*P*＝0.007）和同时伴血小板、红细胞输注依赖（*P*＝0.012）与治疗后12个月获得血液学反应相关。NSAA患者基线PLT越低，其自然病程进展为TD-NSAA和SAA的风险越大，提示基线PLT水平低下反应更严重的骨髓造血衰竭程度和疾病异常免疫的活动性。Ret水平较少受到细胞因子治疗和输血的影响，与TD-NSAA患者能否经CsA联合雄激素治疗获得6个月血液学反应无明显相关性（*P*＝0.580），而与12个月获得血液学反应相关（*P*＝0.043），但其独立预后意义较差（治疗后6个月和12个月*P*值分别为0.739和0.091），基线PLT水平有独立预后意义（治疗后6个月和12个月*P*值分别为0.010和0.009）。因此Ret反应TD-NSAA患者骨髓造血衰竭程度尽管更为客观稳定，但敏感性不及基线PLT水平。

Marsh等[@b13]研究显示ATG联合CsA方案可获得更高的血液学反应率和更高的无进展生存率。我们前期也曾回顾性比较ATG联合CsA和CsA联合雄激素治疗TD-NSAA，同样显示前者可获得更高的血液学反应率和更好的血液学反应质量[@b7]。因而整体而言，TD-NSAA应接受ATG联合CsA标准的IST。本研究分析CsA联合雄激素治疗TD-NSAA疗效影响因素，表明非PLT输注依赖或基线水平PLT≥15.5×10^9^/L者或可经由更为简便、经济的治疗获得血液学反应，而PLT\<15.5×10^9^/L者更应接受标准IST。本研究是单中心的回顾性研究，且样本量较少，宜通过随机入组的多中心前瞻性研究进一步验证基线PLT与TD-NSAA患者的预后关系。
